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RESUMEN

Los pesticidas han contribuido a la productividad y calidad de la produccion agricola
pero su inadecuada utilizacién puede contaminar el ambiente. LLas biocamas son
sistemas de biorremediacién utilizados para prevenir contaminaciones puntuales
con agroquimicos durante el proceso de llenado de los equipos de fumigacion. En
este trabajo se realiz6 una seleccion de cepas de hongos de pudricién blanca para el
disefio de biomezclas con residuos agricolas de la provincia de Cordoba. Se evalud
la actividad enzimatica de los hongos frente a cuatro pesticidas de uso comin en los
sistemas productivos de la region central de Argentina. Trametes villosa CCC32 fue la
cepa que presentd mejor actividad enzimadtica y se seleccion6 para el desarrollo de
la biomezcla. Se elaboraron biocamas a escala de laboratorio con la cepa selecciona-
da y cascarilla de girasol como sustrato lignocelulésico. Se determiné la actividad
enzimatica de fenoloxidasas en las biocamas. Los bioensayos con extractos de las
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biomezclas luego de 240 dias de tratamiento mostraron un indice de germinacion
del 60 %. Los resultados obtenidos en las mediciones enzimaticas y la evaluacién
fitotoxica en las biocamas a escala de laboratorio son promisorios y sugieren un gran
potencial de las biomezclas para el desarrollo de biocamas a escala real.

Palabras clave — Biocamas; biodegradacion; micorremediacion; pesticidas; Trametes villosa.

ABSTRACT

Pesticides have contributed to improve the productivity and quality of agricultural
production however, but their inadequate use can pollute the environment. Biobeds
are bioremediation systems used to prevent specific contamination with agrochemi-
cals during the filling process of fumigation equipment. In this work, a selection of
strains of white rot fungi was made for the design of biomixtures with agricultural
residues from the province of Cérdoba. The enzymatic activity of the fungi was
evaluated against four pesticides commonly used in the productive systems of the
central region of Argentina. Trametes villosa CCC32 was the strain that showed the
best enzymatic activity and was selected for the development of the biomixture.
Laboratory scale biobeds were developed with the selected strain and sunflower
husk as the lignocellulosic substrate. The enzymatic activity of phenoloxidases in
the biobeds was determined. The bioassays with extracts of the biomixtures showed
after 240 days of treatment a germination rate of 60%. The results obtained in the
enzymatic measurements and the phytotoxic evaluation carried out in biobeds at
laboratory scale are promising and suggest a great potential of biomixtures for the
development of real scale biobeds.

Keywords — Biobeds; biodegradation; mycoremediation; pesticides; Trametes villosa.

INTRODUCCION

Los agroquimicos han contribuido a la productividad y calidad de la produccion
agricola. Sin embargo, cuando son utilizados inadecuadamente pueden contaminar
el ambiente (Flaherty et al., 2013; Gao et al., 2015; Tortella et al., 2012). A fin de
mitigar los efectos adversos se han establecido Programas de Buenas Practicas Agro-
pecuarias (BPA), con caracter de ley en algunas regiones (LLey 10633 — Cordoba) y
que son apoyados por distintas instituciones publicas y privadas y aplicadas por los
agricultores (Elorza y Moavro, 2020). LLas BPA se deben reforzar incorporando nue-
vas tecnologias que actien como barreras o sistemas de biopurificacion que protejan
a los recursos suelo y agua (Diaz et al., 2012).

Una de las estrategias que pueden emplearse es la de utilizaciéon de camas biol6-
gicas o biocamas. Las biocamas se desarrollaron originalmente en Suecia como res-
puesta a la necesidad de sistemas simples y eficaces para minimizar la contaminacion
ambiental por el uso de agroquimicos. Estan destinadas al tratamiento de derrames
de agroquimicos durante el llenado y almacenamiento de equipos de fumigacion
(Castillo y Torstensson, 2008).
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Las biocamas constituyen una unidad que involucra tres componentes, i.e. ar-
cilla, biomezcla y césped, cada uno con una importante funcion en la retencion y
la degradacion de los agroquimicos. Son sistemas flexibles que se adaptan a varios
tipos de produccién y su aplicacion en distintos lugares del mundo (v.g. Inglaterra,
Bélgica, Italia, Francia, Pert, Guatemala, Chile) se ha realizado con modificaciones
al disefo original dependiendo de las caracteristicas de los agroquimicos y materiales
disponibles localmente (Castillo y Torstensson, 2008). LLa biocama estd compuesta
en su mayor parte por la biomezcla, un sustrato compuesto por una mezcla de resi-
duos lignocelulésicos vegetales (v.g. rastrojos y otros residuos del agro, aserrin, etc.)
Este tipo de sustrato constituye el medio ideal para el crecimiento de los hongos de
pudricion blanca como Trametes villosa (Sw) Kreisel y Trametes versicolor (L.) Lloyd,
cuyo sistema enzimatico degrada eficazmente la lignina, asi como otros compuestos
estructuralmente analogos, incluyendo pesticidas (Quintero Diaz, 2011). La capaci-
dad de los hongos de pudricién blanca como agentes micorremediadores se ha estu-
diado con resultados prometedores. Se ha demostrado la degradacion de la atrazina
mediada por Pleurotus ostreatus (Jacq.) P Kumm., INCQS 40310, confirmando su
potencial como agente de biorremediacion (Pereira et al., 2013; Cupul ez al., 2014).
Otros estudios han descripto que Trametes versicolor tiene la capacidad de degradar al
2,4- D (Hernandez-Mendieta et al., 2013). La aplicacion del concepto de biocamas
implica una investigacion intensiva para adaptarlo a las condiciones, practicas y
necesidades locales, evaluando variables como clima, volimenes a tratar, materiales
locales, etc. (Castillo y Torstensson, 2008; Castillo et al., 2011). El desarrollo de bio-
camas y su implementacion en las Buenas Practicas Agricolas permitiria prevenir
y/o disminuir contaminaciones puntuales generadas en puntos criticos, como son los
derrames de agroquimicos en el lavado de los equipos de fumigacion, contribuyendo
a lograr practicas de manejo sustentables. El objetivo de este trabajo fue desarrollar
una biomezcla con materiales de la region central de Argentina, incluyendo residuos
agricolas locales con alto contenido de lignina, que los hace apropiados para su incor-
poracion en sistemas de biocamas, y cepas de hongos de pudricién blanca nativos.

MATERIALES Y METODOS

1. Seleccion de hongos de pudricion blanca
con eficacia en la degradacion de pesticidas

Se evalu6 el crecimiento (en cm) y la produccion enzimatica de tres cepas de hongos
de pudricion blanca y la tolerancia a tres pesticidas, un organofosforado (glifosato)
y dos organoclorados (2,4-D y atrazina). Se seleccionaron 3 cepas de especies au-
téctonas probadas y sugeridas en la literatura como potentes hongos ligninoliticos,
Trametes villosa cepa CCC32, Funalia gallica (Fr.) Bondartsev & Singer cepa CCC28
y Ganoderma resinaceum Boud. cepa CCC62. Inicialmente se llevaron a cabo ensayos
cualitativos en placas de Petri con medio agarizado y tres concentraciones de los
pesticidas 1000, 2000 y 3000 mg/L y un control sin pesticida. La tolerancia se estim6
en funcién al crecimiento fingico. El sistema de cultivo en placa ha sido descripto
como una técnica eficiente para la evaluacion de la tolerancia de hongos de pudricién
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blanca frente a compuestos organoclorados (Serbent ez al., 2020). Posteriormente se
llevé a cabo un ensayo en medios de cultivo liquidos con los tres pesticidas, para
cuantificar la produccion de fenoloxidasas (lacasa y manganeso peroxidasa). Los
medios de cultivos liquidos se elaboraron con base en un medio enriquecido Kirk
modificado (Tien y Kirk, 1988) al que se les adicionaron los pesticidas a diferentes
concentraciones: 500, 1000 y 1500 mg/L.. La composicion del medio liquido Kirk
modificado consistié en mezclar: glucosa 10 g, CaCl, 0,1 g, tartrato de amonio 0,2
g, acetato de sodio 3,3 g, KH,PO, 2 g, MgS0O,.5 H,0 0,5 g, tween 80 (0,05%) y 5 mL
de elementos trazas (MgSO, 3 g, MnSO,.4H,0 0,1 g, MnSO, 0,5 g, CuSO, 0,1 g,
NaCl 1 g, H;BO, 0,01 g, FeSO,.7H,0 0,1 g, NaMo00O,.2H,0 0,01 g, CoCl, 0,1 g, AIK
(§0,).12H,0 0,01 g, agua destilada 1000 mL). Las condiciones de concentraciones
de pesticidas se establecieron para verificar la tolerancia de las cepas simulando con-
diciones de manejo donde se manipulan altas cantidades de productos concentrados
(lavado de la maquinaria o en el instante de preparacion de la mezcla de aplicacion).
Cada tratamiento, cepa/pesticida/dosis/control sin pesticida, se inocul6 con cinco
discos (5 mm de didmetro) de colonias crecidas en agar-malta durante siete dias.
Los tratamientos se incubaron a 28°C durante 45 dias sin agitacion. Cada tres dias
se tomaron alicuotas (dos mL) y cuantificaron la produccién de fenoloxidasas.

1.1. Determinacion de actividad enzimatica.— Las actividades enzimaticas de
lacasa y de manganeso peroxidasa se determinaron respectivamente mediante la
oxidacién de 2,6-dimetoxifenol (€,,=27500 M cm!) (Paszczynski et al., 1988) y
rojo fenol (&,,=4460 M- cm!) (Kuwahara et al., 1984) en un espectrofotometro UV
visible - PERKIN ELMER Mod. Lambda 250.

Para determinar la actividad de lacasa, a 100 uLL de muestra se adicion6 3 mL
de una solucion de 0,1 M de acetato de sodio y 5 mM 2,6-DMP (pH 4.,5) en cubetas
de 3 mL. La absorbancia fue medida a 469 nm por un minuto. Para determinar la
actividad de manganeso peroxidasa, a 500 L. de muestra se adicion6 1000 uL. de una
solucion de 20 mM de succinato de sodio (pH 4,5) y 500 uL. Mix reactivos (0,1 ml de
rojo de fenol 0,1%, 0,1 ml de lactato de sodio 250 mM, 0,2 ml de albimina bovina
0,5%, 0,05 ml de MnSO, 2 mM, 0,05 ml de H,O, 2 mM), luego se incubé 5 minutos
a bano maria 30°C y se agregd 40 L. de hidréxido de sodio (2M). La absorbancia
fue medida a 610 nm. La actividad enzimatica fue expresada como unidades por
mililitro donde una unidad de actividad (U) se defini6 como la cantidad de enzima
necesaria para transformar un mol de sustrato por minuto.

2. Caracterizacion de los componentes de la biomezcla

Para este estudio se formularon biomezclas utilizando suelo, material lignoceluldsico
y turba. El suelo se extrajo del campo escuela de la Facultad de Ciencias Agrope-
cuarias, tomando material de los primeros 20 cm de profundidad. Como material
lignoceluldsico se utilizd cascarilla de girasol proveniente de la region sudeste de
Cordoba. Se realiz6 la siguiente caracterizacion fisico-quimica del suelo y del residuo
lignocelulésico: conductividad eléctrica (dS/m), pH, nitrégeno (mg/kg), fosforo total
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(mg/kg), cenizas (%) y materia organica (%). A demas se completo la caracterizacion
de la cascarilla de girasol con los siguientes parametros: lignina acido soluble (%),
lignina Klason (%), lignina total (%), extracto etéreo (%) y holocelulosa (%). Las
técnicas de analisis de caracterizaciéon de suelos y del residuo lignocelulésico se
describen en las Tablas 1 y 3 respectivamente.

Tabla 1. Técnicas de analisis de los suelos.
Table 1. Soil analysis techniques.

Caracteristicas Técnicas de analisis

CE  Conductividad eléctrica (ds/m) Relacién 1/2,5 a 25 °C

pH Potencial de Hidrégeno Relacion 1/2,5

N Nitrégeno Total (%p/p) Método Kjeldhal

P Fésforo Total (mg/kg) Método de Bray y Kurtz (1945)

MO Materia Organica (%) Calcinacion en mufla (Page et al., 1982)
C Cenizas (%) Calcinacion en mufla (Page et al., 1982)

Tabla 2. Caracterizacién fisico-quimica de los suelos.
Table 2. Physical and chemical characterization of soils.

Caracteristicas

CE  Conductividad eléctrica (ds/m) 0,063
pH  Potencial de Hidrégeno 6,89
N Nitrégeno Total (%p/p) 0,128
P Fésforo Total (mg/kg) 27,0
MO Materia organica (%) 10,07
C Cenizas (%) 89,92

Tabla 3.Técnicas de anélisis de caracterizacién fisico-quimica de los residuos lignocelulésicos.
Table 3. Analysis techniques for physical-chemical characterization of lignocellulosic residues.

Caracteristicas Técnicas de analisis

LAS Lignina acido soluble (%) Norma TAPPI (1999) T222 om

LK Lignina Klason (%) Norma TAPPI (1999) T222 om

L Lignina Total (%) Norma TAPPI (1999) T222 om

EE  Extracto etéreo (%) Norma TAPPI (1999) T204 om-88

C Cenizas (%) Calcinacion en mufla (Page et al., 1982)

H Humedad (%) Norma TAPPI (1999) T258 om-89
Nitrégeno Total (%p/p) Método Kjeldhal

P Fésforo Total (mg/kg) Método de Bray y Kurtz (1945)

COT Carbono organico total (%) Calcinacién en mufla (Page et al., 1982)

Ho Holocelulosa (%) Por calculo Ho=100-(EE+H+ C+1L)

pH  Potencial de Hidrégeno Relacién 1/2,5

CE  Conductividad eléctrica (ds/m) Relacién 1/2,5 a 25 °C
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3. Sistemas de biocamas a escala de laboratorio

Las biocamas se armaron en recipientes plasticos rectangulares de 15 cm ancho,
32 cm de largo y 10 cm de alto (Fig. 1). La biomezcla se formul6é con materiales
previamente esterilizados en autoclave, de la siguiente manera: 50% v/v de sustrato
lignoceluldsico (cascarilla de girasol), 25% v/v de turba y 25% v/v de suelo. Poste-
riormente se procedid a inocular con la cepa seleccionada, previamente crecida sobre
semillas de avena (500 g) en condiciones estériles durante 10/15 dias a 28 °C. Las
biocamas se realizaron por triplicado y se mantuvieron cubiertas con film perforado
para disminuir las pérdidas por evaporacion y permitir la oxigenacion.

2cm
INOCULO —
T. villosaCCC32

BIOMEZCLA
50% Cascarilla de girasol
25% Turba

25% Suelo
Q

Fig. 1. Esquema de la biocama.
Fig. 1. Scheme of the biobed.

wo 0}

Se aplic6 manualmente una mezcla de pesticidas (glifosato, 2,4-D y atrazina)
con rociadores sobre las biocamas. Dichas aplicaciones se ejecutaron en tres etapas:
una primera dosis de 100 mg i.a/kg de biomezcla, una segunda dosis de 200 mg 1.a/
kg a los 30 dias de iniciado el ensayo y una tercera dosis de 300 mg i.a/kg a los 60
dias. Conjuntamente se prepararon biocamas control sin adicionar pesticidas. Las
biocamas se mantuvieron a temperaturas que oscilaron entre 17-25°C y humedad
alrededor del 50%. Se tomaron muestras (peso muestra hiimeda 10 g) con una jeringa
adaptada (tres cm de diametro) asegurando tomar los 10 cm de profundidad de la
biocama, con una frecuencia de 15 dias durante el periodo de ensayo. Las muestras
fueron depositadas en bolsas de polietileno y refrigeradas para posteriores analisis
de la actividad enzimatica (lacasa y manganeso peroxidasa) y pH. El disefio expe-
rimental realizado en las biocamas se bas6 de acuerdo a referencias bibliograficas
(Diez Jerez et al., 2013).

3.1. Obtencion de fraccién soluble para valoracion de la actividad enzimatica.—
Alicuotas (10 g) de la biomezcla correspondientes a los diferentes tiempos de la in-
cubacién se resuspendieron con 50 mL de agua destilada. LLa suspension resultante
se agitd a 400 rpm a 30°C durante 40 minutos. Posteriormente se filtré la suspension
y la fraccion acuosa se centrifugé a 9000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Las cuan-
tificaciones enzimaticas se realizaron por los métodos descriptos anteriormente.
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4. Bioensayo de fitotoxicidad

Para evaluar el potencial de la cepa seleccionada en las camas bioldgicas se realiza-
ron bioensayos de germinacién de semillas de lechuga (Lactuca sativa var. Criolla)
siguiendo el método descripto por Zucconi et al. (1981).

Se coloco un papel de filtro en el interior de una caja de Petri, el que se im-
pregnoé con 3 ml de la solucién proveniente de extracciones realizadas de muestras
s6lidas de las biocamas tomadas a los 120 dias posteriores a la tercera aplicacion de
pesticidas. En paralelo se midi6 el pH y la actividad bioldgica a través de la presencia
de fenoloxidasas. El tratamiento control se hidrat6é con agua destilada. Se colocaron
en forma equidistante 20 semillas de L. sativa previamente hidratadas en agua por
30 minutos. Las cajas asi preparadas se sellaron con papel film, se envolvieron con
papel de diario y se incubaron por siete dias a 25 °C. El tratamiento y control se
hicieron por cuadruplicado. Finalizado este periodo se contaron las semillas que
habian germinado en cada caja y se midi6 la longitud de la radicula.

El indice de germinacion (IG) se calcul6 de la siguiente manera:

G L

*

Go Lo

I1G (%) = *100

Donde G = N° de semillas germinadas del tratamiento; Go = N° de semillas
germinadas de control; L. = Longitud de la radicula del tratamiento; Lo = Longitud
de la radicula del control.

RESULTADOS Y DISCUSION
Seleccion de hongos de pudriciéon blanca

En el ensayo en placas se observé de manera general una inhibicion del crecimiento
fingico ante la presencia de pesticidas respecto al control sin pesticidas. Se observo
una respuesta positiva de la cepa T. villosa CCC32, siendo la mas competente y tole-
rante a los pesticidas. Los tratamientos con 7. villosa CCC32, exhibieron crecimiento
micelial en todos los medios sélidos con atrazina y solamente en la concentracién
mas baja (1000 mg L) con glifosato. Los didmetros de halos de crecimiento al-
canzados a los 14 dias variaron en un rango de 19-27 mm en medios con atrazina,
correspondiendo los menores valores a los niveles mas altos del pesticida y 11-15
mm en el medio enriquecido con glifosato.

Los tratamientos con 2,4-D manifestaron un leve crecimiento fingico (9 mm)
y la presencia de un halo color marrén, al igual que en los medios con atrazina. El
tratamiento control de 7. villosa CCC32 mostré crecimiento fingico (con un halo
de crecimiento a los 14 dias de 25 mm de diametro) sin la presencia de halos de
color.

Las cepas F gallica CCC28 y G. resinaceun CCC62, mostraron un incipiente
crecimiento en condiciones de 1000 mgL! de atrazina. A diferencia de T. villosa
CCC32, las placas no mostraron la presencia de halos de color en ningin tratamiento
(control y agar-pesticidas).
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En los ensayos de cultivo liquido, todas las cepas de hongos sintetizaron enzi-
mas con actividad lacasa. En los tratamientos con el aislamiento 7. villosa CCC32,
los maximos valores de la enzima lacasa se registraron en los medios con atrazina y
2,4-D, siendo superiores al control (sin pesticida). LLos valores de lacasa obtenidos
fueron 54,55 U ml'! en medios con atrazina (500 mg L) y 15,37 U ml'! en medios
con 2,4-D (1500 mg L), a los 39 dias de cultivo. En los tratamientos con glifosato,
T villosa CCC32 no presentd una respuesta enzimatica, sin embargo, la especie F
gallica CCC28 registr6 los maximos valores de actividad de lacasa de 3,56 U ml'! a
los 17 dias de incubacién en concentraciones de 500 mg L-l. En concentraciones
maximas, 1500 mg L1, la actividad de lacasa mostr6 un aumento constante llegando
a un valor de 2,93 U ml! a los 30 dias de crecimiento. En relacion a los ensayos con
2,4-D, se midieron los maximos enzimdticos de 5,02 U ml! en concentraciones de
1500 mg LL. En los tratamientos con atrazina la respuesta de lacasa fue menor que
en los medios con 2,4-D y glifosato. En el tratamiento control de F gallica CCC28 se
observo un valor de méaxima actividad de lacasa (10,49 U ml!) a los 36 dias, siendo
superior a los tratamientos con pesticidas. G. resinaceum CCC62 presento los valores
mas bajos de actividad de lacasa en todos los tratamientos evaluados comparado con
las otras especies fingicas. La actividad maxima detectada fue de 2,67 U ml! en el
ensayo con 2,4- D (500 mg L), alcanzando un valor inferior comparado al trata-
miento control, que registré un maximo enzimatico de 23,2 U ml"l. Con respecto a
la enzima manganeso peroxidasa no se detectd su presencia en ningln tratamiento.
Varios estudios sugieren que el aumento de las actividades de lacasa y MnP podrian
estar relacionado con el estrés oxidativo en los hongos ligninoliticos generados por la
atrazina, considerandose un mecanismo de defensa (Bastos y Magan, 2009; Nikolaou
et al., 2009; Zhang et al., 2012; Zhu et al., 2008). Sin embargo, esta respuesta no es
una regla general, puesto que ello es dependiente del aislamiento utilizado, el cual
puede responder de manera diferente a distintos pesticidas (Cupul et al., 2014). Se
ha reportado que cepas de 7. versicolor tuvieron un crecimiento positivo en medios
de cultivo enriquecidos con 2,4-D y los proponen como herramienta potencial de
biodegradacion del pesticida (Hernandez-Mendieta et al., 2013). Los resultados de
varios estudios destacan el potencial de las enzimas ligninoliticas para transformar
los pesticidas (Pizzul ez al., 2009).

Las tres especies en estudio mostraron actividad enzimatica de lacasa en pre-
sencia de los pesticidas seleccionados y los resultados sugieren que su habilidad para
sintetizarlas indicaria un potencial prometedor en la degradacion de los mismos.

Con base en los resultados obtenidos en estos dos ensayos se seleccioné la cepa
T villosa CCC32 con mayor capacidad de tolerancia frente a los pesticidas estudiados
y produccion enzimatica en sustratos enriquecidos con pesticidas. Ambos ensayos
sirvieron para definir las concentraciones de pesticidas utilizadas posteriormente en
el armado de las biocamas a escala laboratorio.

Biocamas

Las caracteristicas fisico-quimicas de los suelos, cascarilla de girasol y turba se pre-
sentan en las Tablas 2 y 4. La composicién de la biomezcla caracterizada presento



Lilloa 59 (Suplemento): 63-76, Octubre 2022 71

2A

25,0
20,0

15,0

10,0

3

5,0

Actividad enzimatica de lacasa (U/mL)

0,0

100 120
Tiempo (dias)

2B

7,0

6,0
50

4,0

0,00

3,0

|

2,0

1,0

Actividad enzimatica de MnP (U/mL)

0,0
0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (dias)

Fig. 2. Actividad enzimatica en las biocamas. A) Lacasa. B) Manganeso peroxidasa.
Fig. 2. Determination of enzyme activity in biobeds. A) Laccase. B) Manganese peroxidase.

una relacion carbono/nitrégeno (C/N) de 71 y pH de 5,8. Se observé una variacion
del pH en las biocamas a lo largo del estudio, mostrando un incremento inicial de
5,85 a 6,41 y luego un descenso a 6,20 (Fig. 3). Este leve incremento de pH proba-
blemente sea por la adicién de pesticidas, ya que comparado con los controles el
rango de pH vari6 de 5,83 a 5,66. Sin embargo los valores de pH se mantuvieron en
valores ligeramente acidos, lo que favorece la actividad de 7. villosa CCC32.
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Tabla 4. Caracterizacién fisico-quimica del residuo lignocelulésico y turba.
Table 4. Physical-chemical characterization of lignocellulosic residue and peat.

_ Cascarilla .
Caracteristicas Turba comercial

LAS Lignina acido soluble (%) 0,932 sin determinar
LK  Lignina Klason (%) 44,28 sin determinar
L Lignina Total (%) 45,203 sin determinar
EE  Extracto etéreo (%) 5,03 sin determinar
C Cenizas (%) 3,696 0,5-1,5

H Humedad (%) 8,806 65 - 69

N Nitrégeno Total (%p/p) 0,426 2,0

P Fésforo total (mg/kg) 247 sin determinar
MO Materia organica (%) 96,48 98,5 - 99,5
COT Carbono organico total (%) 55,96 57,16 - 57,71
PS  Polisacaridos (%) 37,265 sin determinar
pH Potencial de Hidrégeno 5,93 3,0

CE  Conductividad eléctrica (ds/m) 0,63 1,6

Se ha sugerido que las biomezclas con relacién C/N mayores a 30, pH menores
a 6 y ricas en lignina favorecen la liberacién de las enzimas fenoloxidasas y por lo
tanto su accion degradadora de sustratos (Pizzul ez al., 2009). La cascarilla de girasol
es un sustrato muy rico en lignina, contiene un 45,2 % de lignina total formada por
un 44,28 % de lignina Klason y un 0,932% de lignina 4cido soluble. Las actividades
enzimaticas de manganeso peroxidasa y lacasa se registraron alrededor de los 14 y
28 dias de iniciado el ensayo. Llegando a valores maximos promedio de actividad de

M Con pesticida
H M Sin pesticida
14 28 42 56 o 91 105

Tiempo (dias)

6,6

6,4

6

o ™~

pH
o]

5,

5

=]

5

S

5.2

1

Fig. 3. pH en las biocamas con T. villosa CCC32.
Fig. 3. pH measurement in biobeds of T. villosa CCC32.
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lacasa de 23 U mL! + 0,56 a los 56 dias de tratamiento (Fig. 2A). La actividad de
manganeso peroxidasa mostrd dos picos de 6,15 + 2,05 y 6,66 + 1,54 U mL! a los
42 y 91 dias de tratamiento (Fig. 2B). En las muestras tomadas al finalizar el estudio
(240 dias de iniciado el bioensayo), se cuantificé una produccion enzimatica de lacasa
de 22,5 U ml, sin detectarse MnP. El valor de pH medido fue de 6,17, manteniendo
las condiciones levemente acidas de la biomezcla. Respecto a las biocamas control
(sin pesticidas) mostraron valores de maxima actividad enzimatica de 28,6 U mL-!
+ 0,27 para lacasa a los 77 dias de ensayo y 15,76 U mL-! + 0,03 para la Mn peroxi-
dasa a los 21 dias. Estos resultados son indicadores del potencial que tiene la cepa
T. villosa CCC32 para ser utilizada en procesos de micorremediacion, demostrando
su capacidad de colonizacién en la matriz de la biocama y produccién de enzimas
ligninoliticas en estos sistemas suplementados con pesticidas. Datos publicados in-
dican que la actividad fenoloxidasa se correlaciona con la disipacién de la mayoria
de los pesticidas en una mezcla (Castillo y Torstensson, 2007).

En los bioensayos de fitotoxicidad se observé un indice de germinacion (IG) del
60%. Valores de indice de germinacién (IG) = 80% indicarian que no hay sustancias
fitotoxicas o estdn en muy baja concentracion; si el IG < 50% indicaria que hay una
fuerte presencia de sustancias fitotoxicas y si se obtiene un valor entre 50% y 80% se
interpretaria como la presencia moderada de estas sustancias (Zucconi et al., 1981).

La evaluacion fitotoxica en las biocamas, utilizando especies de gran sensibili-
dad como L. sativa, demostr6 una posible disipacion de las sustancias inhibitorias
de germinacion y elongacion radicular. La deteccién de fenoloxidasas demostro la
capacidad bioldgica de la cepa T. villosa CCC32 para desarrollarse en biomezclas
formuladas con cascarilla de girasol como sustrato y presencia de pesticidas. Las
enzimas como lacasa y Mn peroxidasa son de gran relevancia para los procesos de-
gradativos de pesticidas realizada por hongos de pudricién blanca y demostrado en
varios estudios cientificos (Castillo y Torstensson, 2007).

CONCLUSION

Las tres cepas de hongos de pudricién blanca estudiadas mostraron tener habilidad
para sintetizar enzimas con actividad oxidativa en los sistemas de cultivo suplemen-
tados con los pesticidas seleccionados. Trametes villosa CCC32 mostrd los mayores
niveles de actividad y ser la mas tolerante a los pesticidas. Los resultados obtenidos
en las biocamas a escala de laboratorio son promisorios, se observé una reduccién
de la fitotoxicidad pos tratamiento en la formulaciéon con 7. villlosa CCC32. Los
resultados obtenidos sugieren la factibilidad de desarrollar sistemas de biocamas a
escala real con biomezclas formuladas con hongos de pudricién blanca y sustratos
lignocelulésicos residuos del agro. Estas dos variables, cepa y sustrato son claves para
que esta tecnologia funcione correctamente y se adapten a las distintas condiciones
regionales.
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